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人们研究并逐步认识了纳米金与 123 等相互作用的特性和条件! 并对以纳米金为基础发展起来的生物条码技术进行了更
加深入的研究与应用" 基于纳米金的生物条码及其相关技术研究与应用日益广泛!并不断有创新!本研究应用纳米技术并结合分子

探针技术对低浓度的抗原水平进行检测" 该生物条码技术常被用于检测某些蛋白#核酸#细胞或细胞因子的水平!并由此形成了不

同于 456#789:3 但仍具有高灵敏度特性的检测方法" 通过磁性微球标记单抗以捕获#富集待测抗原!修饰多抗与亲和素的纳米金
并结合分子信标探针起到信号扩增的作用"通过二硫键$%:%:%&分子信标探针茎部 ;’端的碱基 < 连接一生物素分子"待测抗原
可将磁球与纳米金系统进行连接!然后应用二硫苏糖醇$1<<&将连接于纳米金上的 => 切割下来!并与其环部完全互补配对的靶
序列杂交后测定荧光强度" 荧光强度与待测抗原水平$含量&相关"
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!"# 纳米金制备与修饰
!"#"! 纳米金制备
通过柠檬酸钠还原法制备纳米金颗粒 !"#$! 取 %&’ ()*(+

的 ,-./01溶液 2% (+ 加热回流"后迅速加入浓度#质量体积
比浓度$为 ’3的柠檬酸钠溶液 4%% !+"继续加热回流"强力

搅拌约 2% (56"待溶液变为棕红色后停止加热"自然冷却即
得到纳米金胶体溶液%

!"#"# 纳米金修饰
!"#"#"! 亲和素$%&’多抗标记纳米金颗粒
采用物理吸附法应用亲和素&-75856$修饰纳米金%取 %&’

9:"’"!;<=>4 ?@A0*(B0""";<CD>% ?@A0*(B0""#;<’E4>’ F."$(;4%&%!"

靶序列为 =G-H/-I/HH/-IIH-II-H-/IH EJ

( 引言
纳米技术已广泛应用于生命科学领域"有力地推动了生

物医药理论与技术的发展和进步% 同时"分子探针技术目前
也已被广泛应用"其与现已发展起来的生物条码技术都具有
较高的灵敏度!’<’=$%纳米技术在生命科学尤其是在医学应用领
域展示了其优势与特点"应用范围包括疾病诊断(载体治疗(
反义与基因治疗即人工器官与移植等 !’1$% 分子信标&9B0F@.0AK
:FA@B6L"9:$最先由 IMA)5!’E$发明 "其后被广泛应用% 9: 在
NO- 和 PO- 研究领域是应用非常广泛的分子探针 % 诸如

NO- 与 NO- 杂交(基因分型(等位基因的鉴定(NO- 与 PO-
杂交及生物传感器等方面都有应用 !’4<D=$% 9: 已在生命科学研
究领域成为一重要的应用和诊断工具 !DQ$%
本实验的目的是应用分子信标探针结合磁性微球和纳

米金" 对 R)H 抗原水平进行检测% 探讨该种检测方法的可行
性与有效性"及其影响检测灵敏度的可能因素与条件% 主要

目的是为了探索一条有效的并具高灵敏度的技术路线和方

法"以期应用到基础研究与医学检验之中%

! 材料和方法
!"! 实验用试剂
柠檬酸钠(,-./0Q( 亲和素( 生物素(R)H 抗原(R)H 单抗

&鼠抗人$(R)H 多抗&羊抗人$(磷酸盐溶液&S:$"分子信标及
其靶序列的设计与合成!DC$%
根据实验要求设计分子信标 &9:’(9:D$ 及其靶序列

&TAK)FT LFU.F6@F’"TAK)FT LFU.F6@FD$% 分子信标结构如图 ’ 所
示% 同时列出 9:’(9:D的融解温度&(F0T56) TF(VFKAT.KF"$($
值及其热力与动力学指数% D个 9:茎部碱基序列相同"环部
碱基序列相异&即靶序列不同$%
分子信标及其靶序列由 IAWAPA 合成&,S+/纯化$%
通过二硫键标记生物素的 9:’X9:D"见图 D%

9:’’"!;<=&C ?@A0X(B0""";<C%&= ?@A0X(B0""# ;<’C%&Y F."$(;4%&’!"

靶序列为 =JHI-I//H-/HH--I/II-HH/H CJ

!)" *+! !," *+#

图 # 通过二硫键标记生物素的 *+! 和 *+# 示意
-.&" # %/)&01 23 *+! )45 *+# 6),0605 7.89 890 ,.28.4 89:2;&9 890 5.1;63.50 ,2451

图 ! 分子信标结构
-.&< ! %/)&0 23 *+! )45 *+#
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图 ! 亲和素抗体双重标记纳米金颗粒!"#$"

%&’( ) *+,- ./.+0/12&3,45 -+67,48,/74,4- 9&2:
2:4 /;&-&. /.- 0+,<3,+./, /.2&7+-<

图 = 柠檬酸钠还原法制备纳米金!"#$"

%&’( = *+,- ./.+0/12&3,45 0140/14- 7< 2:4
5+-&6> 3&21/24 14-632&+. >42:+-

!"#!$ 的纳米金溶液 % !&!加入 % !"’!& 的 ()*+*, 溶液 %--
!&!充分振荡后置入 .!冰箱!反应 %/ 0!高速离心 "%1 ---
2’!*,#后除去未吸附的 3)*+*,!再加入缓冲溶液稀释即得到
修饰 ()*+*,的纳米金$
抗体"4"5 多抗6羊抗人%修饰纳米金颗粒制备方法同上$

?(@(@(@ 磁球修饰AB’* 单抗修饰磁球
取 %-- !& 磁球 "-7% !"’!&%!磁性微球 &胺基磁球’/"8

!!!胺基含量为 -79 !!:;’"%!<=6间隔臂’<>6间隔臂"天津市
倍思乐色谱技术开发中心%!加入 = --- !& ?@"ABCD7E!-7-F
!:;’&%!磁性分离$ 去除上清!加入 -7/ !"’!& 4"5 单抗"鼠抗
人%(-7/ !"’!& GH<"内含 IBJ -7% !"’!&%%-- !&!混悬 = 0)
磁性分离!再用 =-- !& ?@洗涤!重复 =次备用*
C(@(= 修饰生物素的分子信标与修饰后纳米金及磁球连接

K@%’K@/ 的用量为 /- A!:;! 与之杂交的靶序列的用量
为 /-- A!:;* K@%’K@/ 与修饰后纳米金混合!使分子信标与
纳米金体系相连!然后再加入磁球系统!形成由磁球+单抗,

4"5 抗原,多抗,纳米金,亲和素,生物素,分子信标等组成的
一个巨大的体系*

C(@(D 二硫苏糖醇切割巯基分离分子信标与纳米金
将二硫苏糖醇加入通过待测 4"5 抗原所连接起来的磁性

微球与纳米金体系中!通过二硫苏糖醇对连接分子信标与生
物素之间的二硫键的还原作用!将分子信标从上述体系中游
离出来进行杂交!测定荧光强度*作用时间在 %/ 0以上*解离
的分子信标中加入足量靶序列-一般 %- 倍量于 K@%杂交后
测定荧光强度 -预实验已证实靶序列的用量 %- 倍于分子信
标用量杂交时的荧光强度值已处于平台期%*

C(= 实验分组
实验分为空白与实验对照组及杂交实验组* 不含 4"5 抗

原为空白对照组. 含 4"5 抗原不加入 K@ 靶序列为实验对照
组.含 4"5 抗原并加入 K@ 靶序列进行杂交为杂交实验组*选
取 =个 4"5抗原浓度!各相差 /个数量级*为确定分子信标的
特异性!选择 / 个分子信标 K@%’K@/ 进行平行实验* 4"5 抗
原浓度分别为 %(%--(%- --- A"’!&*
C(D 仪器测定
应用透射电镜-LGK%测定纳米金的平均粒径与分散度* 用

原子力显微镜-(MK%对纳米金和修饰后的纳米金形态进行观
察*荧光分光光度计用于测定 K@与靶序列杂交后的荧光强度*

@ 结果与讨论
@(C "E$检测结果

LGK显示柠檬酸钠还原法制备的纳米金粒径介于 %-"%F
,!-图 =%!同时分散度良好!对于进行其他修饰是一个良好的
基础* 适宜的离子浓度及温度对于纳米金保持良好的分散度!
减少聚集也是一个重要的条件N%O* 纳米金所处的溶液环境中电
解质浓度过高!就会引起纳米金的聚集N/DO*这是由于溶液中残留
的阴离子在纳米金周围形成负电荷与纳米金颗粒之间的聚合

力所导致N/PO*只有纳米金保持良好的分散度!才可以在应用亲和

素与抗体双重标记时能够充分结合* 同时!亲和素和抗体双重
标记还有助于提高纳米金的稳定性*在相同的离子浓度中未见
因修饰后纳米金聚集所引起的颜色变化就说明了这个问题 N/DO*
图 E显示应用亲和素和抗体双重标记纳米金*

本实验是应用物理法标记亲和素和多抗!标记后纳米金
分散性好* 研究表明在 %= ,! 左右粒径的每个纳米金可以标
记 P#= 个抗体蛋白 N/DO*
通过亲和素和多抗标记纳米金的目的是一方面通过多

抗与通过修饰单抗的磁球捕获富集的待测抗原进行特异的

结合!同时通过亲和素与标记生物素的分子信标相连* 在这
个过程中 !通过粒径较大的磁球-/"= !!%捕获富集 4"5 抗
原* 而后通过与 4"5抗原不同位点的结合而结合更多粒径远
小于磁球的纳米金* 每个磁球都会通过标记修饰上的单抗所
结合的 4"5 抗原与数十个纳米金相连接. 每个纳米金又可通
过修饰亲和素与标记生物素的数十个分子信标相连* 通过所
连接的纳米金及分子信标数量级的增加而将待测的抗原浓

度或含量的信号转化为分子信标与其靶序列杂交后的荧光

强度* 信号在该过程中逐级扩增!理论上提高了 /"E 个数量
级甚至更高* 扩增的倍数主要与磁球(纳米金各自标记修饰
的抗体与亲和素等大的蛋白分子的数量有关* 本实验标记亲
和素时曾做过测定!每个粒径在约 %= ,! 的纳米金可以负载
D"%-个亲和素分子*每个亲和素有 E个位点可以与生物素结
合* 由此可见!主要是通过级联放大的作用使待测抗原的信
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图 ! 纳米金颗粒!"#$"

#%&’ ! ()*+ ,-,).-/0%1*23!"#$"

图 4 亲和素抗体双重标记纳米金颗粒!"#$"

#%&’ 4 ()*+ ,-,).-/0%1*23 +)56*27*-62**2+ 8%09 092
-:%+%, -,+ ;5*0%-,0%6)+<!"#$"

图 = 抗原浓度与荧光强度的关系
#%&’ = >2*-0%),39%. 620822, 092 ?*5)/2312,12 %,02,3%0<

-,+ 092 1),12,0/-0%), )? -,0%&2, @&(

息得以指数级扩增!

A’A "#$检测结果
通过 !"# 也可知本研究制备的纳米金和修饰后的纳米

金形态"分散程度基本均匀#图 $"图 %$%有助于实验研究!

A’B 荧光分光光度计测定
应用荧光分光光度计测定分子信标与靶序列杂交后的

荧光强度%结果见图 &!

实验结果表明抗原浓度为 ’%即无 ()* 抗原时%磁球与纳
米金不能相连! 反应体系经磁性分离后%修饰 ()* 多抗&亲和
素&生物素’+’+’#, 的纳米金不复存在%故加入二硫苏糖
醇#-..$并与足量靶序列杂交%荧光强度值为 /01$0!21$00!实
际所测定的荧光值为杂交反应体系缓冲液的背景荧光值! 在
含 ()* 抗原 #3 个浓度任意一个$ 无靶序列杂交的实验对照
组%荧光强度较空白对照组稍高%为 4/15%!’1&63%则为极少量
#, 茎部双链结构自然破坏所发出的荧光! 统计学分析各实
验组与空白对照和实验对照组比较均有明显差异 #!"57’$$!
各实验组杂交后测定荧光强度% 结果显示荧光强度值与 ()*
抗原含量呈现出近似线性相关性!
理论上%()* 抗原含量增高% 通过多抗连接的纳米金增

多%因而通过纳米金所连接的 #, 数量增多%经 -.. 切割后
游离的 #, 也增多!在与足够量的靶序列杂交后%荧光强度也
随之增强!实验结果也基本符合%验证了上述理论!本实验检
测抗原灵敏度可达到 8 9):;<%即 %1%& =#的水平!
本实验的研究方法比较类似接近于生物条码检测技术!人

们一直试图利用该项技术提高检测的灵敏度!已有通过生物条
码制备芯片进行蛋白质检测灵敏度接近甚至达到 8’>8?的报

告@40A!本实验的着眼点在于利用现有的理论和研究基础%尽可能
提高检测的灵敏度%同时也尽可能提高检测的特异性!因此%分
子探针技术作为本实验研究的一部分被加以重视与研究!分子
信标的检测灵敏度提高有助于本实验研究的 ()*抗原检测的
灵敏度的进一步提高%故分子信标的灵敏度是关键!
设计分子信标要求一般条件下茎部碱基稳定% 不易断

裂%以免影响与靶序列杂交后的荧光强度! #,探针的碱基一
般在 8$#3’ 对之间(茎部碱基多为 $#& 对%茎部较长可提高
其特异性!鸟嘌呤#*$一般不宜连接于 $B端末端%因其对荧光
集团具有淬灭作用%但可将 *接于 3B 末端! 分子信标探针的
发夹结构使其特异性高于线性探针的特异性结构 @4’A! 分子信
标的动力学和热力学研究显示%#, 的探针较长则分离常数
较低%且特异性降低(但动力学常数常增高! 短茎的 #, 的背
景信号较长茎的为低% 因而对杂交后荧光强度影响较小%但
又存在特异性差的缺点! 因此%分子信标的设计需从多方面
和角度来加以考量 @3’A! 分子信标信号与背景比值$#,杂交后
荧光强度%缓冲液荧光强度C#, 非杂交荧光强度%缓冲液荧
光强度! 该值应介于 35#455!
一般情况下%人们设计合成的都是自然状态下的 ->-D!

分子信标% 但现研究已经证实 <>-D! 分子信标具有更稳定
的结构和探针的选择特异性 @3/A!分子信标探针 ";值宜在 %$&
以下甚至更低! ";值与茎部的 *#鸟嘌呤$"E#胞嘧啶$含量及
长度有关!若 ";值过高%与 FGH)IF JIKLIMNIJ 杂交后难以分开%
就会影响荧光强度的测定! 可通过 OLPIH 等 @34A创立的 QFF9R::
STMG;IUF1VTWTM=W7H9T7ISL% 根据实验要求推测所设计 #, 的 ";

值及其结构!关于分子信标的淬灭效率%本研究设计的 #,所
用的荧光:淬灭集团’’’"!#:-GVNXU 的淬灭效率在约 ?’Y@33A!

-LVIHFHIF 等曾经将 51/6 M; 的纳米金取代分子信标探针淬灭
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集团 !"#$%&! 研究显示其淬灭作用较 !"#$%&有效率超过 ’((
倍)*+," 有研究显示通过切口酶信号扩增的方法可更好地提高

-. 检测的灵敏度 )*/," 应用量子点#0!$取代荧光素会进一步
提高荧光检测的效率和灵敏度! 以及可提供 !12 或 312 杂
交过程中的多种影像结构用以分析和研究 )*4,% 分子信标可以
与流式细胞术一起应用于原位杂交的检测!即应用于定位研
究)*5," -.甚至可应用于细胞内的研究 )*6," 应用分子信标还可
以进行实时聚合酶链式反应&783$定量测定 )*9,% 与应用生物
条码技术过程中的银染’比色等方法相比较!上述实验研究
方法较之步骤简便!就其检测灵敏度而言!也要高于银染’比
色等方法"

! 结论
实验结果充分证实该种检测方法的可行性及灵敏度!并

较研究中常用于核苷酸条码检测技术中的比色’银染等方法
简便且有效(分子信标探针的特异性也使该种检测方法具有
良好的特异性% 减少实验过程中由于连接’分离效率使得部
分扩增信号丢失的问题! 可进一步提高该检测方法的灵敏
度% 本实验研究的技术方法趋于成熟后可广泛应用于临床医
学的辅助检验诊断%
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!学术动态!

!第 !届国际稀土开发与应
用研讨会"征文

稀土是 !" 世纪的战略资源!因其独特的化学和光"电"磁等物理化学性质成为新材料开发领域的重要元素!已广泛
应用于国民经济各个领域!是可持续发展不可或缺的重要资源#
中国稀土学会将于 !#"# 年 $ 月在北京举行$第 % 届国际稀土开发与应用研讨会%&&’()*!#"#’( 现面向所有的从

事稀土及其相关科技与工业领域的研究人员征稿!范围如下(
"’ 稀土材料及应用)磁学及磁性材料"储氢材料及电池"超磁致伸缩材料"磁致冷"磁光存储材料"光学及荧光材

料"高温超导"催化材料"复合材料"生物医用材料等(
!’ 稀土化学和物理)配位化学和有机金属化学!生物无机化学!固体化学和物理!物理化学!溶液化学!熔盐化学!

电子结构和光谱!分析化学(
+’ 稀土在传统领域应用的新进展)稀土在钢铁"有色金属及合金"玻璃陶瓷"催化剂"农业和医药等领域的应用(
,’ 稀土资源和冶金)稀土地球化学和选矿!萃取原理和工艺设计方法!分离和湿法冶金!金属及合金的制备!高纯

金属及合金的制备!环境保护!生产设备和分析测试仪器(
论文摘要截止日期)!#"# 年 + 月 +" 日*论文全文截止日期)!#"# 年 $ 月 +" 日(
网址 ) -../0123334567894:8;45<2=589!#"#2* 联系方式 ) 北京市海淀区学院南路 >% 号中国稀土学会办公室

&"###$"’!陈占恒+韩晓英*电话)#"#7%!"$!>,$*传真)#"#7%!"$$+#,*电子信箱)=589!#"#?"!%45:@!5689?567894
:8;45<(
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